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Resumo:

Neste trabalho, examinaram-se potenciais altera¢cdes do metabolismo do carbono, em folhas sujeitas a diferentes
ambientes luminicos, com o intuito de melhor compreender possiveis relagdes entre aquelas alteragdes e¢ as causas da
variagdo espacial diurna da fotossintese, sob uma perspectiva bioquimica. Examinou-se, entdo, o curso diurno da
concentragdo de carboidratos e do metabolismo do carbono em folhas de diferentes posi¢des da copa de plantas de café
cultivadas em campo. As atividades inicial e total da Rubisco, bem como seu estado de ativagdo, pouco variaram entre
faces e estratos. As pequenas variagdes nas concentragdes dos carboidratos e nas atividades de varias enzimas associadas
com o metabolismo do carbono sugerem que o café apresenta uma baixa plasticidade para ajustar a sua maquinaria
bioquimica para fixagdo do CO,, em resposta a redugdo da disponibilidade de luz. Verificou-se, também, que a maior
atividade da invertase acida foi acompanhada por maiores concentragdes de hexoses e de amido, particularmente nas folhas
superiores da face oeste. As maiores atividades da sintase da sacarose-fosfato e da fosfatase da frutose-1,6-bisfosfato nas
folhas superiores, em relagdo as das inferiores, devem estar fortemente associadas com as maiores taxas fotossintéticas
observadas nas primeiras, de modo a garantir-lhes a manutengao da sintese e da exportacdo de fotoassimilados.
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Carbon metabolism and biochemical limitations to photosynthesis in leaves of different positions in the canopy of
the coffee tree (Coffea arabica L.)

Abstract:

We evaluated potential alterations in diurnal course of carbohydrate concentration and carbon metabolism in leaves of
different positions from the canopy of the coffee tree (Coffea arabica L.). Initial and total activities of Rubisco, as well as
its activation state, little varied along the treatments. The small variations in carbohydrate concentrations as well as in the
activities of several enzymes associated with carbon metabolism suggest that the coffee tree shows a low plasticity to adjust
its biochemical apparatus for CO, fixation in response to decreasing light availability. In addition, we observed that the
larger activity of acid invertase was followed by parallel increase of hexose and starch concentration, mainly in upper
leaves. The greatest activities of sucrose-phosphate synthase and fructose-1,6-bisphosphatase in upper leaves appeared to
be strongly associated with the greatest photosynthetic rates observed in these leaves in order to guarantee their abilities to
maintain sucrose synthesis and export.
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Introducdo

A capacidade fotossintética varia amplamente em diferentes folhas de uma mesma planta, sendo freqiientemente
limitada por restrigoes difusivas e bioquimicas (Kozlowski & Pallardy, 1997). Diferengas existentes nas caracteristicas
bioquimicas e na estrutura fisica foliar exercem grande influéncia na capacidade fotossintética, resultando em limitagdes
varias a fotossintese (Guo et al., 2002). Além de limitagdes difusivas, alteragdes na atividade das enzimas da fase
bioquimica da fotossintese, bem como das enzimas do metabolismo dos carboidratos e do nitrogénio (Foyer et al., 1994;
Kanechi et al., 1996; Paul & Driscoll, 1997), podem afetar significativamente a magnitude das taxas fotossintéticas. Com
efeito, sob condi¢des de irradiancia saturante e temperatura moderada, a atividade catalitica da Rubisco limita, em ultima
instancia, a fixa¢ao do CO, (Sage, 2002).

Tem-se afirmado que as baixas taxas fotossintéticas do cafeeiro seriam decorrentes, em larga extensdo, de
limitagdes difusivas ao influxo de CO,, desde a atmosfera até os sitios de carboxilagdo (Silva et al., 2004). Por outro lado,
sugere-se que as causas da variagdo espacial da fotossintese, ao longo do dossel, seriam conseqiiéncia, fundamentalmente,
de limitacdes fotoquimicas, e ndo bioquimicas, a fotossintese (Aratjo, 2006). Neste trabalho, examinaram-se potenciais
alteragdes do metabolismo do carbono, em folhas sujeitas a diferentes ambientes luminicos, com o intuito de melhor
compreenderem-se possiveis relagdes entre aquelas alteragdes e as causas da variagdo espacial diurna da fotossintese, sob
uma perspectiva bioquimica. Examinou-se, entdo, o curso diurno da concentragdo de carboidratos e do metabolismo do
carbono em folhas de diferentes posi¢des da copa de plantas de café cultivadas em campo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido sob condi¢des de campo, com plantas de café¢ (C. arabica L. cv Catuai Vermelho
IAC 44), com 18 anos de idade, em Vigosa (20°45’S, 42°15°W, 650 m de altitude), Minas Gerais. As plantas vém sendo
cultivadas a pleno sol, sob espagamento de 3,0 x 1,0 m, com uma planta por cova, e fileiras orientadas no sentido norte-sul.



O cafezal foi renovado, por meio de recepa, em 1996. Avaliaram-se folhas completamente expandidas, de posigdes
azimutais semelhantes, do terceiro ou quarto par, a partir do apice de ramos plagiotropicos, situados nas faces leste e oeste
das plantas, utilizando-se de folhas dos ter¢os superior e mediano inferior das plantas.

O experimento foi instalado sob o delineamento inteiramente casualisado, com quatro tratamentos dispostos em
esquema fatorial 2 x 2 (duas faces e dois estratos — superior e inferior, em cada planta), com seis repetigdes. Cada unidade
experimental consistiu-se de uma planta, avaliando-se uma folha por estrato e por face, em cada planta.

Amostras foliares (100 mg) foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, procedendo-se, a
posteriori, as seguintes analises:

a) Extracdo e determinacdo de agucares soliveis, amido ¢ aminoacidos: as amostras foram submetidas a extragdo etandlica,
a quente, determinando-se, na fracdo soliivel em etanol, os teores de hexoses (glicose + frutose), sacarose (Praxedes et al.,
2006) e aminoacidos soluveis totais (DaMatta et al., 1999) e, na fragdo insolavel, os teores de amido (Praxedes et al.,
2006).

b) Extragdo e determinacdo de atividades enzimaticas: as amostras foram homogeneizadas com tampdo de extragdo
conforme descrito em detalhe por Praxedes et al. (2006). Todo o procedimento foi realizado a 4°C e os ensaios enzimaticos
foram previamente otimizados para tempo de reagdo ¢ volume de extrato. Atividades inicial (Vipicia) © total (Vi) da
Rubisco foram avaliadas espectrofotometricamente, em extrato dessalinizado fresco. O estado de ativagdo da Rubisco foi
calculado como a razdo entre a atividade inicial e total (%). A atividade de SPS (velocidades méaxima — V.« e seletiva —
Vs) foi determinada como descrito em Praxedes et al. (2006), utilizando-se do extrato dessalinizado fresco. O estado de
ativagcdo da SPS foi calculado como a razdo entre Vy, ¢ Vi (%). As atividades da fosfatase da frutose-1,6-bisfosfato
(FBPase), pirofosforilase da ADP-glicose (AGPase), invertase acida (IA) e sintase da sacarose (SuSy) foram determinadas
como descrito em Praxedes et al. (2006). Determinaram-se, ainda, as atividades da desidrogenase do NADP:gliceraldeido-
3-P (NADP-GAPDH), fosforilase do amido (SPase) e desidrogenase do gliceraldeido-3-P (GAPDH), como descrito em
Ronchi et al. (2006) .

Resultados e Discusséo

As concentragdes foliares de hexoses, sacarose ¢ amido aumentaram discretamente (P < 0,10), enquanto as de
aminoacidos mantiveram-se praticamente constantes ao longo do dia (Figura 1). Somente as 8:00 h, as folhas superiores da
face oeste apresentaram concentragdo de hexoses e de amido significativamente maior (P < 0,05) que a das folhas
inferiores dessa face (Figura 1). Houve uma tendéncia de a concentragdo de sacarose ser superior nas folhas da face leste,
independentemente do estrato avaliado, ao longo do dia (Figura 1). O comportamento diurno das concentragdes foliares de
hexoses, sacarose, amido e aminoacidos € consistente com outras observagdes (Geingenberger & Stitt, 2000; Pérez et al.,
2005) e sugere que as alteracdes discretas nos niveis de hexoses, ao longo do dia, ndo foram decorrentes de aumentos
relativos na degradag@o de sacarose e/ou amido. Adicionalmente, a similaridade na concentracido de sacarose entre folhas
superiores ¢ inferiores deve ter sido, entdo, reflexo de maiores taxas de exporta¢do de fotoassimilados nas folhas superiores
em relacdo as das inferiores.

O padrao de variacdo diurna da atividade inicial (Viyca), atividade total (Vi) © estado de ativagdo (EA) da
Rubisco foi bastante similar entre faces e estratos (Figura 2). Todavia, as folhas superiores da face leste apresentaram
tendéncia de maiores Vipiciat € Viorat que as demais folhas avaliadas (P < 0,10) (Figura 2), mas sem alteragdo proporcional no
EA da Rubisco (Figura 2). Apenas as 8:00 h as folhas superiores da face leste tiveram V.o significativamente maior (P <
0,05) que a das folhas inferiores dessa face. De modo geral, as atividades cataliticas seletiva (V) e maxima (Vi) da SPS
foram maiores nas folhas superiores de ambas as faces, ao longo do dia, com significancia estatistica (P < 0,05) as 12:00 e
16:00 h (V) e as 16:00 h (Vnax), ao passo que EA foi semelhante entre folhas superiores e inferiores, ao longo do dia
(Figura 3). A reducdo observada em V., particularmente as 12:00 h, deve ter sido largamente compensada pelo aumento
no EA, também observado nesse horario, de modo a manter o fluxo de sintese de sacarose. Os incrementos paralelos nas
concentragdes de amido, sem alteragdes proporcionais das atividades de AGPase e SPase (dados ndo mostrados) e de
sacarose sugerem que ndo houve mobilizagdo preferencial do carbono fixado para a sintese de um daqueles compostos.
Considerando-se que as taxas de exportacdo de sacarose sdo intimamente ligadas a atividade da SPS (Stitt, 1994) e que nio
houve diferencas expressivas de concentragdo de sacarose entre estratos, € plausivel sugerir-se que a exportagdo de
sacarose tenha sido maior nas folhas dos estratos superiores.

A exemplo da Rubisco, praticamente ndo houve diferencas significativas de atividades das demais enzimas do
metabolismo de carboidratos, ao compararem-se folhas dos estratos superiores com as dos inferiores, independentemente
da face avaliada. De maneira geral, as atividades das enzimas AGPase, SuSy, SPase, GAPDH ¢ NADP-GAPDH pouco ou
nada variaram ao longo do dia, ndo se evidenciando, também, diferencas marcantes de atividade entre as faces, dentro de
cada estrato avaliado (dados ndo mostrados), excetuando-se a tendéncia de as folhas superiores apresentarem maiores
atividades que as folhas inferiores.

A atividade da FBPase foi, em média, 28% maior (P < 0,05) nas folhas superiores, quando comparada a das
folhas inferiores, em ambas as faces (dados ndo mostrados), ao longo do dia. Dessa maneira, o incremento na atividade da
SPS, especialmente ¥, em paralelo ao aumento da FBPase, nas folhas superiores, indicam que a sintese de sacarose tenha
sido maior nessas folhas que nas inferiores. A atividade da IA foi 100% ¢ 115% maior (P < 0,05) nas folhas superiores em
relagdo as inferiores das faces oeste e leste, respectivamente, as 8:00 h, e similar nos demais horarios avaliados (dados néo
mostrados). Verificou-se, também, que a maior atividade da IA foi acompanhada por maiores concentra¢des de hexoses e
de amido, particularmente nas folhas superiores da face oeste.
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Figura 1: Concentragdes foliares de hexoses, sacarose, amido e aminoacidos em plantas de café cultivadas em campo. As medi¢des foram
realizadas em folhas situadas nas faces oeste (O, simbolo vazio) e leste (L, simbolo cheio) dos terg¢os superior (S, linha cheia) e mediano inferior
(I, linha tracejada) do dossel. Valores representam a média + erro-padrdo (n=6). Asterisco (*) denota diferengas entre folhas superiores e
inferiores, dentro de um mesmo horario (P < 0,05)
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Figura 2: Atividade inicial (Viicia), atividade total (Vi) € estado de ativagdo (EA) da Rubisco, em plantas de café cultivadas
em campo. Detalhes adicionais na Figura 1.
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Figura 3: Atividade seletiva (Vy), atividade maxima e (Vn.x) € estado de ativagdo (EA) da sintase da sacarose-fosfato (SPS), em plantas de café
cultivadas em campo. Detalhes adicionais na Figura 1



Conclusoes

Em sintese, as limitagdes ndo-estomaticas a fotossintese ao longo do dia, observadas neste trabalho, ndo podem ser
atribuidas a retroinibi¢do metabdlica da fotossintese, dadas as pequenas variagdes observadas nas concentragdes foliares de
sacarose, amido e de aminoacidos. Os resultados sugerem, ainda, que menor atividade da Rubisco nas folhas inferiores
tenha sido compensada por um aumento em EA e as maiores atividades da SPS e da FBPase nas folhas superiores, em
relacdo as das inferiores, devem estar fortemente associadas com as maiores taxas fotossintéticas observadas nas primeiras,
de modo a garantir-lhes a manutengao da sintese e da exportagdo de fotoassimilados.
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